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– Abstract –
Study Design : In vitro and in vivo studies to determine the anabolic effects of intervertebral disc (IVD) to adenovirus-mediated
therapeutic gene transfer.
Objectives : To quantify the anabolic effect of human IVD cells in vitro and rabbit IVD in vivo to therapeutic gene transfer.
Summary of Literature Review : An alternative possibility to delivery of growth factors, in continuous manner, is the genetic
modification of disc cells through gene transfer. Contemplating to extend this approach to treatment of disc degeneration, it is
necessary to demonstrate anabolic effect of human IVD cells and rabbit disc to therapeutic gene transfer.
Materials and Methods : In vitro: IVD tissue was obtained from twelve patients. IVD cells were then isolated, cultured, and
transduced with Ad/TGF- β1. Genetically modified disc cells were incorporated into alginate beads and cultured. In vivo: Fifteen
skeletally mature New Zealand white rabbit were used. 15ul of saline containing Ad/TGF- β1 were injected into the nucleus
pulposus of the disc in six rabbits. All rabbits were sacrificed 6 weeks after surgery. Nucleus pulposus tissues were harvested,
weighted, and cultured. Conditioned medium of alginate bead and rabbit disc tissue cultures were subjected to ELISA to detect
TGF- β1 production. Newly synthesized proteoglycan were analyzed using chromatography on Sephadex G-25 in PD-10
columns after S35-sulfate incorporation.
Results : Concentration of TGF- β1 increased over time in alginate beads cultures transduced with Ad/TGF- β1. At 6 weeks
nucleus pulposus tissue from the disc injected with Ad/TGF- β1 exhibited 200% (p<0.05) increase in TGF- β1 production. There
was statistically significant 290% increase in newly synthesized proteoglycan in alginate cultures transduced with Ad/TGF- β1
(p<0.05) compared to control. At 6 weeks nucleus pulposus tissue from the disc injected with Ad/TGF- β1 exhibited 85%
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서 론
퇴행성 추간판 질환은 요통의 원인 중 2 5 %를 차지하
며 이로 인한 의료비 및 환자의 고통은 증가하고 있다1 , 5 ).
퇴행성 추간판 질환은 이론적으로는 추간판내 당단백
( p r o t e o g l y c a n )의 감소로 추간판의 생역학에 변화가 오게
됨으로7 , 8 , 1 4 )척추의 퇴행성 변화를 일으키게 되는데 이로
인하여 다양한 임상증상 즉 추간판 내장증, 추간판 탈출
증, 척수증, 신경근병변, 척추관협착증을야기한다.
성장인자는 추간판의 기질을생성시키는 효과가 있음
이 보고되었는데 이는 성장인자의 투여가 추간판의 변
성에서 기질 생성을 자극함으로서 치료적으로 이용할
수 있음을 암시한다19, 22, 23). 1990년대 초부터 임상적으로
적용되고 있는 유전자 치료는 외부에서 필요로 하는 유
전자를 전달체(vector)를 사용하여목표조직에 전달하여
유전자 조작된 목표조직이 원하는 유전자 산물을 지속
적으로 그리고 내인적으로 생산하게 하는 방법이다11, 20).
저자들은 이러한 유전자 전달법을 이용하여 가토의 추
간판 조직에 표식 유전자 및 치료적 유전자의 전달을 보
고하였으나17, 18)3차원적으로배양된 인간의추간판 세포
의 치료적 유전자 전달의 효과 및 실험동물 추간판의 치
료적 유전자 전달의 장기 추시된 효과는 아직 연구되지
않았다.
그리하여 본 연구에서는첫째, 3차원적으로배양된 인
간의 추간판 세포에 치료적 유전자를 전달하고 기질 생
성 반응을 알아보고, 둘째, 가토의 추간판에 치료적 유
전자를 전달하고 6주간 추시 후 유전자 전달에 의한 기
질 생성반응을 알아보는것이다.
연구대상 및 방법
1. 아데노바이러스재조합
E1 및 E3 유전자부분이 결여돼 성장이 제한된 제5형
아데노바이러스를 사용하였다. E1 유전자 부위에 표식
유전자로 luciferase, 치료 유전자로 TGF-β1유전자를 재
조합하였다. 모든 유전자는 cytomegalovirus promotor에
의해 강제 발현되게 재조합 되었다. 재조합된 아데노바
이러스는 human embryonic kidney 293 cell에서 증식시켰
다13, 16, 25).기질생성의 치료적효과를 알기위해서는 아데
노바이러스- T G F -β1 ( A d / T G F -β1) 사용하였다. 아데노바
이러스의 농도는 Multiplicity of infection(MOI)와 plaque
forming unit(PFU)를 사용하였는데 M O I는 세포당 P F U
이고 1 PFU는 100 virus particles로 정의하였다.
2. 인간의추간판 세포를 이용한 시험관내 실험
추간판 탈출증, 척추관 협착증 등의 추간판 술식이 행
해진 12명의 환자에서 경추 및 요추부 추간판을 채취하
였다. 추간판의 퇴행 정도는 수술전 자기공명영상을 이
용하여 E y r e등1 2 )이 보고한 방법으로 분류하였다. 본 연
구에서는 추간판 퇴행에 따른 효과를 없애기 위해 퇴행
3, 4기의 추간판 조직만 이용하였다. 추간판 조직 채취
시 탈출 및 격리된 추간판은 제외하였고 원래의 추간판
공간에서 채취한 조직만 사용하였다. 채취된 추간판 조
직은 혈액 및 체액을 제거하기 위해 Geys balanced salt
solution(GBSS, GIBCO-BRL, Grand Island, NY)으로 세척
한 후 통상 채취 후 즉시 수술실에서 실험실로 옮겼다.
추간판 세포는 순차적 효소적 소화법으로 조직에서 분
리하였다9 ). 순차적 효소적 소화법을 간단히 요약하면,
먼저 세척된 추간판 조직을 잘게 썰고 5% heat-inactivat-
ed fetal bovine serum(FBS, GIBCO-BRL, Grand Island,
NY), 0.2% pronase(Calbiochem, La Jolla, CA), 0.004%
deoxyribonuclease II type IV(DNAse, Sigma, St. Louis,
MO)를 포함한 Hams F-12 medium and Dulbeccos Modi-
fied Eagle Medium(F12/DMEM, GIBCO-BRL, Grand
Island, NY)을 이용하여 3 7。C에서 6 0분간 소화 시킨다.
F12/DMEM으로 세척 후 상기의 효소 용액에서 pronase
를 0.02% collagenase type II(Sigma, St. Louis, MO)로 대
치시킨제2의 효소용액으로역시 37。C에서 12시간 정도
소화시킨다. 분리된 추간판 세포는 F 1 2 / D M E M으로 세
척후 Nylon 여과지(pore size 75㎛)를 사용하여 부유 조
직을 제거한다. 세포 생존성 검사15)및 세포밀도를 계산
한 후 5 x 1 05 세포 /㎖의 밀도로 24 well plate(Falcon,
Franklin Lakes, NJ)에서 배양하였다. 세포 배양액은 10%
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increase in proteoglycan synthesis (p<0.05) over that of intact control.
Conclusion : In this study, we observed the robust upregulation of proteoglycan synthesis in gene transferred disc cells in vitro
and in vivo - indicating good prospects for biologic effects of therapeutic gene therapy in the disc using adenovirus-mediated
approach.
Key Words : Gene Therapy, Proteoglycan, Disc Degeneration, TGF-β1
FBS, 1% v/v penicillin, streptomycin, nystatin(all antibi-
otics from GIBCO-BRL, Grand Island, NY)을 함유한
F 1 2 / D M E M을 사용하였다. 추간판 세포는 3주간 3 7。C
및 5 %의 C O2하에서 배양하였다. 3주간 배양된 추간판
세포에서 배양액을 제거한 다음 GBSS로 세 번 세척 후
총 농도 75MOI를 이루는 적절한 조합의 아데노바이러
스를포함한 GBSS를첨가하고 37。C에서 60분간감염시
켰다. 아데노바이러스 첨가 전 및 첨가 후, 혹은 추가 배
양 후 세포 생존성 검사15)및 평균 세포수를 측정하였다.
0.15M NaCl용액에 1 . 2 %의 low viscosity alginate
gel(Kelco, Chicago, IL)를 상온에서 서서히 녹인 후
Trypsin으로 유리된 추간판 세포를 mililiter당 백만개의
비율로 alginate gel에 균등히 섞었다. 22 gauge 주사바늘
을통해 102mM CaCl2용액에 alginate gel 및 세포혼합물
을 방울 방울 떨어뜨려 순간적으로 굳게 하였다. 고형화
된 algiante gel-세포 방울을 CaCl2용액에 10분 정도 배양
하여 완전한 p o l y m e r i z a t i o n을 유도하였다. 0.15M NaCl
용액에 세척하고 F12/DMEM 배양액에 3번 세척한후
alginate bead는 24well culture plate각 well에 10개씩 넣고
세포 배양액은 10% FBS, 1% v/v penicillin, streptomycin,
n y s t a t i n을 함유한 F 1 2 / D M E M을 사용하여 4 8시간 3 7。C
및 5%의 CO2하에서배양하였다.
3. 가토를이용한 생체내 실험
1 5마리의 성숙한 가토(체중 4 ~ 5 k g )를 사용하였으며
전신마취하에 좌측 후복막 도달법으로 가토의 추간판
을 노출시켰다 . 6마리의 가토에게는 A d / T G F -β1 ( 6 x 1 06
PFU)을 포함한 15ul 생리식염수용액을 28gauge 주사기
로 노출된 제 2~3, 3~4, 4~5요추 추간판에 주입하였다.
추간판내 수핵부위에 정확히 주입되었는지를 확인하기
위해서는 수핵내 양 압력으로 주사기가 뒤로 반등하는
현상을 이용하였다. 4마리의 가토에는 바이러스 대조군
으로서 A d / l u c i f e r a s e ( 6 x 1 06 P F U )를 포함한 1 5㎕의 생리
식염수를 주입하였다. 나머지 5마리의 가토에는 바이러
스를 함유하지 않은 1 5㎕의 생리식염수만을 추간판에
주입하였다. 수술 후 가토는 사육장에서(4000 sq.cm) 자
유롭게 사육되었다. 수술 후 6주에 ketamine(25.0 ㎎/㎏)
근육주사와 sodium phenobarbital(1.2g/㎏)정맥주사로 희
생되었다. 무균적 조작으로 추간판을 채취하고 정량 후
혈청을 함유하지 않은 Newman-Tytell medium에 배양하
였다.
4. TGF-β1 농도 측정(전달유전자 발현)
T G F -β1농도는 배양된 인간 추간판 세포와 가토 수핵
조직의 상층액으로부터 enzyme linked immunosorbent
assay(ELISA)(R&D system, Minneapolis, MN)를 사용하여
측정하였다. 모든 시료는 H C l을 사용하여 활성화되어
T G F -β1 전체농도(활성현및비활성형)을측정하였다.
5. 새로생성된 당단백
인간의 추간판 세포 배양에 35S-Sulfate(20uCi/㎖)를 함
유한 Newman-Tytell medium으로 배양 조건을 바꾼 후 4
시간 추가 배양하고 0.15M NaCl로 세척 후 55mM sodi-
um citrate로 alginate bead를 용해시킨 다음 8M guanidine
hydrochloride, 20mM EDTA, proteinase inhibitors 혼합액
을첨가 후 4°C에서 48시간 동안당단백을 추출하였다2).
가토의 수핵조직 배양을 역시 3 5S - S u l f a t e ( 1 0 u C i /㎖)를
함유한 Newman-Tytell medium으로 배양 조건을 바꾼 후
4 8시간 추가 배양하고 0.1m/l phosphate buffer(pH = 5.7),
0.005M EDTA, 0.005M cyteine HCl, 28ug/㎖ p a p a i n ( S i g m a ,
St. Louis, MO) 상태 하에서 4 8시간 동안소화시켰다. 200
㎕의 소화액을 Sephadex G-25 PD-10 column을 이용한
C h r o m a t o g a p h y법으로 용출시켰다. 1㎖의 용출액에 6 m l
의 scintillation mixture(Ultima Gold, Packard, Meriden, CT)
를 첨가하여 1 2시간 안정시킨 후 liquid scintillation
counter(Packard #1900 TR, Meriden, CT)를 사용하여
새로이 생성된 당단백을 정량하였다.
6. 자료정리및 통계
모든 자료는 평균±표준편자로 표시하였으며 S P S S
(SPSS Inc, Chicago, IL)를 사용하여 자료를 처리하였다.
분산분석과 Fisher’s protected LSD 사후 검정을 이용하
였으며통계적 유의수준은 p<0.05로정하였다.
결 과
1. 인간추간판 세포의 생물학적 반응
세포분리, 유전자 전달, 3차원 배양 등의 술식에서도
추간판 세포는 높은 생존율을 보였다(90-95%). 유전자
전달 후 3차원 배양이 시작 될 때 유전자 발현(TGF-β1농
도)은 대조군과 같이 거의 측정이 안되었으나 시간이 경
과함에 따라 유전자 발현은 증가되어 배양 2일째 3 . 1 2
± 0.28 ng/㎖에 달하였다(Fig. 1). 생리식염수 대조군 및
바이러스 대조군(Ad/luciferase) 배양의 경우는 0.05ng/㎖
이하의 TGF-β1 농도를 보였다.
배양 2일째 치료적 유전자로 조작된 배양군에서는 대
추간판내 유전자 치료·문성환 외
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조군에 비해 290%의 당단백생성 증가가 있었고(p<0.05)
바이러스 대조군(Ad/luciferase)는 생리식염수군과 당단
백 생성에있어 의의있는 차이는없었다(Fig. 2).
2. 가토의추간판 조직의 생물학적 반응
모든 가토는 수술적 처치에 합병증 없이 생존하였으
며 수술 6주 후 희생시에 적출된 추간판의 육안적 소견
에서 아무 술식이 가해지지 않은 제 1 - 2요추 추간판과
같은 소견을 보였으며 조직학적으로도 신생 혈관 형성,
세포침윤 등염증반응의 소견은없었다.
치료적 유전자가 전달된 수핵 조직배양에서 생성된
T G F -β1는대조군에비해 2 0 0 %의증가를보였고( p < 0 . 0 5 )
바이러스 대조군( A d / l u c i f e r a s e )과 생리 식염주 주입군은
T G F -β1농도는의의있는차이는없었다(Fig. 3).
치료적 유전자가 전달된 가토의 수핵 조직 배양에서
는 대조군에 비해 8 5 %의 당단백 생산 증가가 있었고
(p<0.05) 바이러스 대조군( A d / l u c i f e r a s e )과 생리 식염주
주입군에서 당단백 생성에 있어 의의 있는 차이는 없었
다(Fig. 4).
고 찰
퇴행성 추간판 질환의 치료에는 주로 보존적 요법 내
지는 이환된 추간판을 제거하거나 주위 척추를 골유합
시키는 수술적 요법 등이 행해졌다. 이러한 치료법은 병
인에 기초한 근원적인 치료라고 보기는 힘들며 단지 증
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Fig. 1.Concentration of TGF-β1 in supernatant of human inter-
vertebral disc cell cultures, treated with normal saline,
adenovirus-luciferase construct(75MOI), and aden-
o v i r u s - T G Fβ1 construct(75MOI). Cultures transduced
with adenovirus-TGFβ1 construct exhibited robust
increase in TGF-β1 concentration while control cultures
showed negligible amount TGF-β1 concentration.
Fig. 2.Content of newly synthesized proteoglycan as assayed
by incorporation of 3 5S-sulfate. Cultures transduced by
a d e n o v i r u s - T G Fβ1 construct showed 290% increase in
newly synthesized proteoglycan(p<0.05) compared to
those treated with normal saline and adenovirus-
luciferase construct.
Fig. 3.Concentration of TGF-β1 in supernatant of rabbit inter-
vertebral disc tissue cultures, injected with normal
saline, adenovirus-luciferase construct, and adenovirus-
T G Fβ1 construct 6 weeks before. Disc tissues trans-
duced with adenovirus-TGFβ1 construct exhibited
robust increase in TGF-β1 concentration compared to
control tissues.
Fig. 4.Content of newly synthesized proteoglycan as assayed
by incorporation of 3 5S-sulfate. Rabbit intervertebral
disc tissue transduced by adenovirus-TGFβ1 construct
showed 85% increase in newly synthesized proteogly-
can(p<0.05) compared to those treated with normal
saline and adenovirus-luciferase construct.
상 호전을 위한 고식적인 방법이었다. 이와는 대조적으
로 실험적 접근으로 추간판 조직에 치료농도의 성장인
자를 주입하여 기질 생성을 유도하는 생물학적 방법이
소개되어 추간판 변성의 가능한 치료방법으로 제시되
었다19, 22, 23). 성장인자의 생물학적 효과는 여러 종류의 조
직에서 조직 재생의 기전으로의 유용성이 검증되었으
나3,4,6)외부 주입된 성장인자는 특징적으로 짧은 생물학
적 반감기를 가지며21,24)이로 인하여 만성적 경과를 취하
는 질환일 경우에는 임상적으로 이용하기에 무리가 있
다. 즉 조직내 치료적 농도를 지속적으로 유지하기 위해
서는 지속적으로 침습적인 방법을 이용하여 성장인자
를 주입하여야하는데 이는 임상적으로 불가능한 방법
이다. 이러한 이유로 치료적 혹은 예방적으로 기질 생성
을 자극하는 성장인자의 효과적, 지속적인 전달 방법의
개발이필요로 하였다.
유전자 치료법은 원하는 유전자를 추간판 세포내로
전달하여 지속적, 내인적 유전자를 발현하게하여 원하
는 생물학적 효과를 얻는 세련된 약물 전달 방법으로 각
광 받고 있다. 세포가 생산하는 최종 산물(유전자 발현
산물)은 결국 외부에서 전달된 유전자에 의해서만 생산
됨으로 이론적으로 원하는 유전자를 선택하면 원하는
생물학적 효과를 기대할 수 있게된다. 외부에서 유전자
적으로 조작된 세포는 일종의 단백질 생산 공장의 역할
을 하여 자기자신뿐만 아니라 주위에 유전자적 조작이
안된세포에도 영향을미치게 된다.
본 연구에서는 외부에서 TGF-β1 유전자를 인간의 추
간판 세포 및 가토의 추간판 조직에 전달하여 과연 전달
유전자가 발현되는지 그리고 발현된 유전자 산물로 기
질생성과 같은 생물학적 효과가 있는지를 알아보았다.
아데노바이러스를 이용하여 외부 투입된 유전자는 성
공적으로 인간의 추간판 세포 및 가토의 추간판 조직에
전달되었으며 전달된 유전자는 효율적으로 유전자 발
현 산물을 생산하였고 이로 인하여 3차원적으로 배양된
인간의 추간판 세포 및 생체내의 가토 추간판 조직은 의
의 있게 당단백 생성증가를 보였다. 이러한 연구 결과로
아데노바이러스를 이용한 치료적 유전자 전달법이 퇴
행성 추간판 질환에서 기질을 재생시키는 효과적인 치
료 기전임을 알 수 있다. 본 연구의 중요성은 다음과 같
이 요약될 수 있다. 첫째, 인간의 추간판 세포가 아데노
바이러스를 이용한 치료적 유전자 전달에 효과적인 기
질 생성증가 반응을 보였는데 이는 인간 추간판 세포를
이용한 점이나 아데노바이러스를 이용한 유전자 전달
임을 감안하면 처음으로 시도되었고 증명되었다는 것
이다. 둘째, 인간의 추간판 세포의 대사 연구에서 특히
기질 생성반응 연구는 단층 배양법보다는 3차원 배양법
이 우수함이 수차례 보고되었는데10,15)본 연구에서도 유
전자 전달이라는세련된 방법의 효과를 alginate gel을이
용한 3차원 배양상태에서 증명하였으므로 그 의의는 크
다고 하겠다. 셋째, 생체내 현상은 시험관내 실험에 비
해서 포괄적이고 궁극적인 생물학적 반응을 일으키는
데 이런 면을 고려하면 치료적 유전자를 가토의 추간판
에 주입하고 6주간 사육 후 추간판의 기질 생성반응을
증명한 생체내 연구의 가치는 높게 평가될 수 있겠다.
본 연구의 제한점도 간과되어서는 안 된다. 첫째, 치료
적 유전자로서 T G F -β1만 사용하였는데 이는 복잡하고
상호 보완적인 생체내 기질 생성반응을 고려하면 부족
한 점이 많다. 이를 극복하기 위해서는 향후 연구에서는
다중 치료적 유전자 전달의 생물학적 반응이 다루어져
야 하겠다. 둘째, 본 연구에서는 가토의 정상 추간판을
유전자 전달 목표 조직으로 선택하였는데 이는 향후 임
상적으로 유전자 전달법이 추간판 퇴행의 치료에 적용
된다고 생각하면 본 연구의 결과는 아직 타당성 증명에
불과하게 된다. 비록 추간판 변성 혹은 퇴행의 실험동물
모델이 제시되기는 했지만14) 그 효용성을 볼 때 대표적
질환 모델로 인정하기에는 무리가 있다. 그리하여 새로
운 추간판 변성의 질환 모델이 필요하며 이런 모델이 계
발된다면 이를 이용한 유전자 전달의 치료적 효과를 궁
극적으로증명할 수있을 것이다.
결 론
인간의 추간판 세포를 이용한 시험관내 실험 및 가토
를 이용한 생체 실험의 결과로 불 때 아데노바이러스를
전달체로 이용한 추간판내 유전자 치료법은 퇴행성 추
간판 질환의 치료 및 예방에 임상적으로 적용 가능한 기
전을제공한다.
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연구 계획 : 인간의추간판세포와가토의추간판조직을이용하여시험관내및생체내실험적연구를시행하였다.
목 적 : 3차원적으로배양된인간의추간판 세포와생체내의가토의추간판에 치료적유전자를전달하고기질 생성
효과가있는지를알아보는것이다.
대상 및 방법: 12례의 추간판 술식에서 채취된 추간판 조직에서 세포를 유리하고 이를 3차원적으로 배양한 후
Ad/TGF-β1으로 감염시켰다. 15마리의 가토를사용하여 전방 도달법으로추간판을 노출시키고 Ad/TGF-β1을 주입한
다음 6주후희생시켰다.배양액의 TGF-β1농도는 ELISA법으로측정하였고새로이생성된당단백은 35S-sulfate을 이
용한 Sephadex G-25 PD-10 column chromatography법으로측정하였다.
결 과 : Ad/TGF-β1로 감염된 인간의 추간판 세포에서 TGF-β1생성은 증가하였고 Ad/TGF-β1로 감염된 가토의 추간
판 조직은 대조군에 비해 200%의 TGF-β1생성 증가가 있었다. Ad/TGF-β1로감염된 인간의 추간판 세포에서 290%의
당단백 생성 증가가 있었고(p<0.05) Ad/TGF-β1로 감염된 가토의 추간판 조직은 대조군에 비해 85%의 당단백 생성
증가가있었다(p<0.05).
결 론 :시험관및생체내 실험에서유전자전달군은대조군에비해의의있는당단백생성증가가있었는데이는아
데노바이러스를이용한추간판내유전자전달법이추간판퇴행의치료와 예방에적용가능한 접근법임을시사한다.
색인단어 : 유전자치료, 당단백, 추간판퇴행, TGF-β1
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